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Effects of interleukin-27 and its receptor on TGF-f,-induced murine pulmonary fibro- 
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IL-27 及 其 受 体 对 肺 成 纤维 细 肥 增殖 及 转化 


3 影响 
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摘要 :目的 探讨 蕊 -27 及 其 受 体 (WSX-1) 对 TGF-B1 诱 导 的 小 鼠 肺 成 纤维 细胞 增殖 .转化 及 胶原 合成 作用 。 方 法 构建 IL-27R/ 
pCDNA3.1 过 表达 载体 。 实 验 分 为 6 个 组 :正常 组 ,TGF-B1 组 ,IL-27 组 ,IL-27 受 体 组 ,IL-27+IL-27 受 体 组 ,TGF-B1+IL-27+ 
IL-27 受 体 组 。 光 学 显微镜 下 观察 细胞 的 生长 状况 ,用 MTT 检 测 各 处 理 组 对 肺 成 纤维 细胞 增殖 的 影响 。RTPCR 和 Western 
blotting 检测 肌 成 纤维 细胞 标志 物 a-SMA 以 及 工 和 亚 型 胶原 的 表达 ,并 用 免疫 获 光 检测 a-SMA 和 蛋白 的 定位 及 表达 情况 。 结 果 
(GDIL-27 和 工 -27R 都 可 以 抑制 肺 成 纤维 细胞 增殖 ;(2)TGF-B1 促 进 肺 成 纤维 细胞 表达 ao-SMA 增 加 ,并 促进 肺 成 纤维 细胞 T AN 
亚 型 胶原 合成 ;(3)IL-27 及 其 受 体 可 以 抑制 肺 成 纤维 细胞 w-SMA 的 表达 ,并 减少 肺 成 纤维 细胞 I 和 了 II 型 胶原 的 合成 ;(4)IL-27/ 
IL-27R 共 同 作用 时 ,对 肺 成 纤维 细胞 增殖 转化 没有 影响 。 结 论 IL-27 或 蕊 -27 受 体 可 以 抑制 TGF-B1 诱 导 的 小 鼠 肺 纤维 化 细胞 增 
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Abstract: Objective To investigate the effects of interleukin-27 (IL-27) and its receptor (WSX-1) on the proliferation, 
transformation and collagen synthesis of the mouse lung fibroblasts. Methods Cultured mouse lung fibroblasts were treated 
with TGF-61, recombinant murine IL-27, a IL-27 receptor (IL-27R) overexpression vector IL-27R/pCDNA3.1, IL-27 and IL-27R, 
or all the 3 combined. MTT assay was used to assess the proliferation of the cells, and RT-PCR and Western blotting were 
employed to examine the mRNA and protein expressions of a-smooth muscle actin (a-SMA) and types I and III collagen; 
immunofluorescence assay was used to test the expression and location of a-SMA. Results TGF-61 promoted the cell 
proliferation and obviously enhanced a-SMA expression and types I and III collagen synthesis in the fibroblasts. Both IL-27 
and IL-27R significantly inhibited the proliferation of the pulmonary fibroblasts and obviously decreased their a-SMA 
expression and types I and III collagen synthesis, but when combined,they produced no obvious inhibitory effect on 
TGF-1-induced proliferation and transformation of pulmonary fibroblasts. Conclusion Both IL-27 and IL-27R alone can 
suppress the proliferation, transformation, and collagen synthesis of mouse pulmonary fibroblasts, but their combined 
treatment produces no such inhibitory effect because of the neutralization of exogenous IL-27 by IL-27R to result in the failure 
of activating the cell signaling pathways. 
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基础 研究 计划 项 目 


常见 类 型 ,是 一 组 由 不 同 病 因 引起 的 肺 破坏 性 疾病 , 主 
要 表现 为 浆 漫 性 肺泡 炎 、 肺 泡 单位 结构 亲 乱 和 肺 纤维 
化 ,最 终 导致 肺脏 结构 和 功能 的 严重 破坏 ,目前 其 发 病 
机 制 尚未 完全 阐明 , 仍 未 找到 有 效 的 治疗 方案 "”。 
IL-27 J& T IL-12 家族, 主要 由 激活 的 DC 细胞 产生 ， 
IL-27 由 p28 和 EBI3 两 个 亚 基 组 成 , 工 -27 在 许多 细胞 
功能 和 疾病 中 其 重要 作用 ?9%。IL-27 受 体 也 是 1 个 异 二 
聚 体 ,由 WSX 1 和 gpl30 两 个 亚 基 组 成 。WSX-1 具 有 

T 型 细胞 因子 受 体 的 典型 特征 ,含有 1 个 细胞 因子 受 体 
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[i] W (CRH) WE , 2 HF DE SE B AE IDE SRL P HE 1 I 
WGEWS 特 征 基 序 和 3 个 与 亚 型 纤 连 蛋白 同 源 的 亚 基 ” 。 
WSX-1 的 一 些 酷 氨 酸 残 基 非 常 保守 ,它们 给 含有 SH2 
亚 基 的 蛋白 (如 磷酸 化 的 STATS ) 提 供 了 结合 位 点 , 另外 
WSX-1 还 含有 可 以 与 JAKs 通 路 相连 接 的 MPB1 基 序 。 
gpl30 #2 IL-27 和 其 他 多 种 细胞 因子 (如 IL-6、IL-11 等 ) 
言 号 转 导 的 重要 分 子 ”。 

已 有 人 研究 表明 ,TGF-B1 能 诱导 肺 纤 维 化 ”"。 本 研 
究 的 前 期 工作 也 证 明 IL-27 可 以 抑制 肺 成 纤维 细胞 的 增 
殖 转 化 。 然 而 关于 -27 受 体 与 肺 纤维 化 的 作用 关系 人 研 
究 尚 未 清楚 ,研究 报道 也 非常 少 。 本 文 旨 在 研究 I-27 
受 体 (WSX-1) 对 肺 纤 维 细胞 增殖 与 转化 的 作用 ,以 及 
IL-27 与 二 -27 受 体 相互 作用 对 肺 纤 维 细胞 增殖 的 影响 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

SPF 2X (6-8 周 ) 雄 性 C57/BL6 小 鼠 1 只 ,体质 量 
18-22 g, 昆 明 医 学 院 动物 实验 中 心 提 供 。 重 组 小 鼠 
IL-27 因子 (peproptech 公司 ) ; DMEM/F12 培养 基 、 
0.25%EDTA JRE AN JAA INA (SEH, Invitrogen); M 
RNA 提 取 试 剂 盒 ITAKARA 公 司 ); 荧 光 定 量 PCR 试剂 
盒 (北京 康 为 世纪 生物 公司 ); 引 物 ( 上 海 生 工 合成 部 )。 
Vimentin 抗体 , 工 . 亚 胶 原 和 蛋白,a-SMA 和 b-actin 一 抗 
WJ A SEER proteintech ZS A] , IL-27Ra(WSX-1)/pCDNA3.1 
载体 由 上 海 捷 瑞 公司 提供 。 
1.2 方法 
1.2.1 肺 成 纤维 细胞 的 培养 和 鉴定 PBUH, 
用 手术 剪 剪 成 约 1 mmx1 mmx1 mm 大 小 的 组 织 块 , 贴 
附 于 25 cm? 培 养 瓶 表面 ,加 入 一 定量 含 10% 胎 牛 血清 的 
DMEMVF12 培 养 基 覆 盖 组 织 块 。 贴 壁 12 h 后 ,加 入 $ mL 
培养 基 培 养 原 代 成 纤维 细胞 生长 至 融合 状态 后 ,加 入 
0.25% 胰 蛋白酶 消化 液 ,加 入 含 10% 胎 牛 血 清 的 
DMEM/F12 培养 基 , 吹 打 重 悬 细胞 ,按照 1:3 比例 传 
代 。 传 至 第 3 代 的 细胞 ,用 Vimentin 单 克隆 抗体 进行 鉴 
AE ,激光 共 聚焦 显微镜 下 观察 。 
1.2.2 实验 分 组 根据 前 期 实验 选择 TGF-B1 的 浓度 
40 ng/mL, IL-27 YK E 23 100 ng/mL, 培 养 肺 成 纤维 细胞 
48 h, 将 正式 实验 分 为 6 个 组 :正常 组 ,TGF-B1 组 ,IL-27 
组 , 开 -27 受 体 组 ,下 -27+IL-27 受 体 组 ,TGF-B1+IL-27+ 
IL-27 受 体 组 ;IL-27 受 体 处 理 组 用 lipofactemine2000 转 
染 试 剂 将 工 -27Ra(WSX-1)/pPCDNA3.1 重 组 质粒 转 染 
细胞 48 h。 
1.2.3 MTT 法 检测 肺 成 纤维 细胞 增殖 成 纤维 细胞 接 
种 于 96 孔 板 中 ,5x107 孔 ,37 % .5% CO, 培养 箱 中 培养 
24 h, 更 换 新 鲜 培 养 基 后 ,按照 不 同 分 组 处 理 细胞 。 设 
置 调 零 孔 ,对 照 孔 ,每 组 设置 3 复 孔 。 继 续 培 养 48 h。 离 


心 弃 去 上 清 , 加 入 含 500 mg/mL MTT 的 DMEMVF12 培 
养 基 。 继 续 培 养 4h。 离 心 弃 上 清 , 用 150 mL DMSO 
溶解 甲 攒 , 待 充分 溶解 后 ,用 酶 标 仪 检测 各 孔 570 nm WK 
光度 。 

1.24. 实时 荧光 定量 PCR 检测 a-SMA、[ 和 亚 型 胶原 
(col I col 亚 )mRNA 的 表达 采用 Trizol 试 剂 法 提取 
各 组 不 同 处 理 的 肺 成 纤维 细胞 RNA ,逆转 录 为 互补 脱 
氧 核糖 核酸 (CDNA) ,以 此 为 模板 行 荧光 定量 PCR 扩 
增 ,将 引物 稀释 至 10 mmolyL; 设 计 96 孔 板 上 样 顺 序 ， 
个 样品 做 3 个 重复 ,用 水 为 模板 作 阴性 对 照 。 实 验 在 
Real Time PCR 扩 增 仪 (ABI Prism 7300HT) 上 进行 ,上 
下 轻 轻 颠 倒 混 匀 试 剂 ,然后 用 离心 机 轻微 离心 收集 后 使 
用 。Real-time 反应 体系 ,按照 如 下 顺序 混合 试剂 : 
Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x): 
12.5 mL; PCR Forward Primer(10 mmol/L) :0.4 mL; 
PCR Reverse Primer (10 mmol/L) : 0.4 mL; Template 
DNA: x500 ng; Water, nuclease-free: to 25 mL; Total 
volume: 25 mL; 混 匀 液体 ,将 96 孔 板 膜 覆盖 在 板 上 。 
Real-time 反 应 两 步 法 PCR 扩 增 程序 :Stage 1. Initial 
denaturation:95 °C 10 min;Stage 2. Denaturation:95 *C 
15 s; Annealing/Extension: 60 °C 60 s,40 cycles, fft 
RSAT REMA i HH CRI 388 HR , FE 
DataAssist™ v3.0 Software ABD LJ 272€ P ERAT 
进行 分 析 。AACt=(Ct 目 的 基因 -Ct 管家 基因 ) 实 验 组 - 
《Ct 目 的 基因 -Ct 管 家 基因 ) 对 照 组 。 引 物 如 下 :Col IIE 
X. 5'-GGGTGAGACAGGCGAACAAG-3', Jz X. fk 
5'-AACCAGCAGAGCCAGGGG-3 '; Col III 1E X£ 5'-T 
GCCCACAGCCTTCTACACC:3', Jz X. ## 5-GCCAC 
CCATTCCTCCCAC-3'; a-SMA IE X. 5-CTCTGTCT 
GGATCGGTGGCC3', x. Y. && 5-CTTCGTCGTATTCC 
TGTTTGC-3', 

1.2.5 Western blotting # 3t a-SMA , I 和 亚 型 胶原 蛋 
白 表 达 加 入 预 冷 细 胞 裂解 液 , 冰 上 裂解 30 min,4 C, 
12 000 r/min 离心 5 min, 取 上 清 ,Bradford 法 测定 蛋白 
浓度 。 计 算 含 30 mg 总 蛋白 的 溶液 体积 作为 上 样 量 , 进 
行 SDS-PAGE 电 泳 后 , 转 至 PVDF 腊 上 。 转 膜 结束 后 ， 
5% 脱 脂 奶 粉 室温 封闭 1 h。a-SMA 、 工 和 亚 型 胶原 的 1 
抗 室温 孵育 2 h 后 4 CC 过 夜 ,HRP 标 记 的 二 抗 室温 孵育 
1h 后 ,加 显 色 液 发 光 , 显 影 定 影 。 将 胶片 扫描 后 用 
Image J 图 像 分 析 软 件 进行 各 条 带 灰 度 值 测定 ,与 内 参 
照 b-actin 的 比值 作为 半 定 量 比较 的 依据 。 

1.2.6 免疫 荧光 检测 a-SMA 蛋白 的 表达 成 纤维 细胞 
接种 于 6 孔 板 中 ,5x10 孔 ,37 % .5% CO,s 培 养 箱 中 培养 
24 h, 更 换 新 鲜 培养 基 后 ,按照 不 同 分 组 处 理 细 胞 ,人 处 理 
48 h 后 进行 免疫 欧 光 检测 。 每 孔 加 入 2 mL 49 27 HH 
醛 ,室温 固定 细胞 30 min;PBS 洗 3 次 ;a-SMA 的 1 抗 


201712.00765v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


J South Med Univ, 2015, 35(10): 1411-1416 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


+ 1413 - 


4 CORE SED s LA AREZZO, SIF AT 
1ph;PBS 洗 3 次 后 ,在 荧光 显微镜 下 观察 。 
1.3 统计 学 处 理 

采用 SPSS 13.0 统 计 分 析 软 件 ,实验 结果 以 均 数 + 
标准 差 表 示 ,采用 单 因 素 方差 分 析 one-way ANOVA 对 
各 组 进行 比较 分 析 , 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 了 -27 与 和 -27 受 体 相 互 作用 对 肺 成 纤维 细胞 增殖 


的 作用 

48h 后 在 显微镜 下 观察 肺 成 纤维 细胞 的 生长 状况 并 
进行 MIT 检 测 (图 1)。 光 镜 下 细胞 状态 和 MTT 检 测 结果 
发 现 , 开 -27 组 和 开 -27 受 体 组 的 细胞 生长 受到 了 抑制 ; 
TGF-B1 组 明显 促进 了 细胞 增殖 ; 工 -27+IL-27 受 体 共 同 作 
用 组 中 ,与 了 -27 组 或 IL-27 受 体 组 相 比 ,并 没有 抑制 细胞 
生长 反而 促进 了 细胞 增殖 ,但 不 及 TGF-B1 组 增殖 快 。 
TGF-B1+IL-27+IL-27 受 体 组 细胞 增殖 与 TGF-B1 组 相似 。 


Control 


图 1 不 同 处 理 对 肺 成 纤维 细胞 的 增殖 作用 


TGF-B1 IL-27 


IL-27R IL-27R-IL-27 IL-27R-IL-27*TGF-Q1 


Fig.1 Effect of different treatments on the proliferation of the lung fibroblasts. A: Microscopic observation of the 
pulmonary fibroblasts (Original magnification: x 200). B: Cell proliferation in different groups analyzed by MTT 


assay. *P«0.05, **P<0.01,***P<0.001 vs control. 


2.2 IL-27 5 IL-27 KFA ANE JH x B sx, 2T 28 2 e £406 
的 作用 

实时 菊 光 定量 PCR 结果 显示 ,与 正常 组 相 比 ， 
TGF-B1 2H a-SMAmRNA 出 现 明 显 上 调 , IL-27 组 和 
IL-27 受 体 组 a-SMAmRNA 1H SL m F RE , ifij IL-27 4- 
IL-27 受 体 组 却 没有 明显 变化 ,TGF-B1+IL-27+IL-27 受 
体 组 表达 明显 增加 。Western blotting 检测 的 a-SMA、 
蛋白 表达 趋势 相同 。a-SMA 的 免疫 荧光 检测 结果 与 
mRNA 和 蛋白 水 平 趋势 相同 (图 2)。 


2.3 IL-27 与 IL-27 受 体 相 互 作用 对 肺 成 纤维 细胞 胶原 
合成 的 作用 

TGF-B1 组 与 正常 组 比较 , 工 和 焉 型 胶原 蛋白 
mRNA 出 现 明 显 上 调 ,IL-27 组 和 开 -27 受 体 组 E 和 亚 
型 胶原 蛋白 mRNA 出 现 明 显 下 降 , 而 I 卫 -27+IL-27 受 体 
组 却 没 有 明显 变化 ,TGF-B1+IL-27+IL-27 受 体 组 表达 
明显 增加 。Western blotting 检测 的 工 和 亚 型 胶原 蛋白 
蛋白 表达 趋势 相同 (图 3)。 
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CON 


TGF-f1 


IL-27 


IL-27R 


IL-27R+IL-27 


IL-27R+IL-27+TGF-B1 


图 2 不 同 处 理 组 中 肺 成 纤维 细胞 转化 作用 

Fig.2 Effect of different treatments on transformation of the in lung fibroblasts. A: Western blotting for a-SMA; 
B: Quantitative analysis of expression of a-SMA mRNA and protein; C: Fluorescence micrographs of a-SMA 
expression (Green indicates the protein of interest, and blue indicates the cell nuclei). *P«0.05, **P«0.01, ***P< 
0.001 vs control group. 
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本 研究 通过 检测 TGF-B1 IL-27 IL-27 受 体 对 肺 成 
纤维 细胞 增殖 转化 和 胶原 蛋白 的 合成 作用 ,结果 发 现 
TGF-B1 具 有 促进 小 鼠 肺 纤维 化 形成 中 肺 成 纤维 细胞 的 
增殖 .转化 和 胶原 的 合成 作用 ,而 开 -27IL-27 受 体 都 具 
有 抑制 小 鼠 肺 纤维 化 形成 中 肺 成 纤维 细胞 的 增殖 转化 
和 胶原 的 合成 作用 ,但 是 IL-27 和 IL-27 受 体 共 同 处 理 
时 却 对 肺 成 纤维 细胞 的 增殖 转化 没有 影响 。 这 一 研究 
结果 提示 了 IL-27 受 体 的 可 能 在 抑制 肺 纤维 化 形成 中 起 
到 重要 作用 ,并 且 IL-27 和 IL-27 受 体 的 中 和 作用 也 可 
能 在 某 些 疾病 的 治疗 靶 点 。 

肺 成 纤维 细胞 是 肺 纤维 化 过 程 中 至 关 重要 的 细胞 
之 一 ,其 异常 增殖 形成 肺 成 纤维 细胞 灶 并 分 泌 大 量 细胞 
外 基质 是 肺 纤 维 化 过 程 中 关键 事件 和 肺 纤维 化 进展 的 
重要 原因 。 由 于 肺 成 纤维 细胞 在 肺 纤 维 化 研究 中 的 重 
要 作用 ,因此 关于 肺 成 纤维 细胞 增殖 .转化 .胶原 合成 作 
用 的 机 制 需要 更 深层 次 的 研究 。 

IL-27 受 体 是 1 个 异 二 聚 体 ,由 WSX-1 和 gpl30 两 
个 亚 基 组 成 。IL-27 可 以 在 缺少 gp130 的 情况 下 与 
WSX-1 结 合 ,因此 WSX-1 的 Fc 融合 蛋白 可 以 用 来 中 和 
LIL-27, 但 是 可 溶性 的 gpl130 在 没有 WSX-1 的 情况 下 却 
没有 中 和 功能 aa。IL-27/WSX-1 与 许多 疾病 有 关 。 有 
人 研究 表明 .在 炎症 早期 IL-27 可 以 诱导 许多 炎 性 细胞 因 
子 中 。 在 WSX-1-/- 小 鼠 和 正常 小 鼠 利 用 葡 肾 糖 硫 酸 钠 
(DSS) 诱 导 结肠 炎 模 型 ,研究 发 现 " 中 ,WSX-1-/- 小 鼠 的 
结肠 炎症 状 要 比 正常 小 鼠 严 重 ,提示 工 27/WSX-1 信 号 
通路 在 炎症 性 肠 病 的 发 生发 展 过 程 中 发 挥 一 定 作 用 。 
WSX-1-/- 小 鼠 和 正常 小 鼠 透 导 哮 喘 的 研究 发 现 ” ,与 正 


图 3 不 同 处 理 组 中 肺 成 纤维 细胞 胶原 合成 的 作用 


Fig.3 Effects of different treatments on collagen 


synthesis in mouse lung fibroblasts. A: Real-time PCR 
analysis for collagen I and III; B: Western blotting for 
collagen I and M; C: Quantitative analysis of 
expressions of collagen I and IM. *P«0.05, **P«0.01, 
**** P«0.001 vs control group. 


常 小 鼠 相 比 WSX-1-/- 小 鼠 出 现 更 加 明显 的 呼吸 道 反 
应 ,提示 IL27/WSX-1 信 号 通路 可 以 通过 Th2 细 胞 分 泌 
的 细胞 因子 来 减轻 哮喘 发 病 时 的 呼吸 道 反应 和 肺 部 炎 
证 。WSX-1-/- 小 鼠 在 感染 结核 杆菌 后 TNF IL-12p40 
水 平 升 高 ,CD4T 细 胞 活化 INF-g 生 成 增加 ,以 便 增 强 
巨 唉 细胞 清除 细菌 的 功能 ,在 感染 的 组 织 中 细菌 负荷 减 
少 ,提示 WSX-1 小 鼠 在 结核 菌 感 染 后 引起 Thl 型 免疫 反 
应 不 是 必需 的 ,但 伴随 发 生 慢 性 炎症 反应 增强 导致 
WSX-1-//NBUET-ASRÉJII 7, WSX-1-/-/h BURZ v [C 
HERET, TAESTE , IL-4 IL-6 TNF Ail IFN-g 5526 
症 因子 增多 *”。 

本 研究 发 现 当 IL-27 与 了 二 -27 受 体 (WSX-1) 都 存在 
的 情况 ,它们 各 自 应 该 产生 的 对 肺 成 纤维 细胞 增殖 的 抑 
制作 用 不 存在 了 ,对 细胞 的 增殖 没有 任何 影响 。 这 可 能 
是 由 于 外 源 性 的 IL-27 与 IL-27 受 体 的 生物 学 功能 被 中 
和 了 。IL-27 受 体 的 这 些 反应 为 某 些 疾病 提供 了 治疗 对 
点 。 肺 纤维 化 的 发 生机 制 非常 复杂 ,有 许多 细胞 反应 参 
与 了 其 中 。 本 文 从 成 纤维 细胞 的 角度 ,探讨 了 耳 -27 及 
甚 受 体 (WSX-1) 在 肺 纤维 化 形成 中 的 可 能 的 机 制 ,为 曾 
明 肺 纤维 化 的 发 病 机 制 和 防治 肺 纤维 化 提供 新 的 依据 
和 有 思路。 
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